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Poudre de mannoproteines soluble 





(57) L'invention a pour objet une poudre de manno- 
proteines solubles pr^sentant les caract§ristiques 
suivantes : 



Figure unique 

PRO(XDE d'OBTEIVriON d'un* POUDRE d» MANNOPROTEINES SOLUBLES 



teneur en matiere seche au moins egale h 92%, de 
preference au moins egale a 95% ; 
teneur en glucides totaux par rapport h la matifere 
s^che comprise entre 43 et 82%, de preference en- 
tre 43 et 75%, et encore de preference entre 43 et 
70%, encore plus preferentiellement entre 50 et 
70% dont au moins 80%, et de preference au moins 
90% sont sous forme d'une chaine de mannose ; 
teneur en phosphore par rapport k la matiere s^che, 
exprimee en P205,comprise entre 1 et 5,75%, de 
pr6f6rence entre 2,75 % et 5,75 %, et encore de 
pr6f6rence entre 3 et 4,5% ; 
turbidity mesuree par neph^lom^trie en solution h 
1 g/litre dans I'eau a pH 3,5 inferieure ou egale a 6 
NTU, de preference inferieure ou egale a4 NTU et 
encore de pr6f6rence inferieure ou 6gale h 3 NTU; 
turbidite mesuree par nephelometrie en solution a 
1 g/litre dans une solution hydroalcoolique a pH 3,5 
et a 12° GL inferieure ou egale a 35 NTU, de pre- 
ference inferieure ou egale a 20 NTU et encore de 
preference inferieure ou egale k 10 NTU. 
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Description 

[0001 ] L'objet de I'invention consiste d'une part en une preparation en poudre de mannoproteines soluble dans I'eau 
et dans toutes les solutions hydro-alcooliques et d'autre part en une metliode d'obtention d'une poudre desdites man- 

5 noproteines. 

[0002] Les mannoproteines sont des molecules complexes correspondant a des mannanes liees a des proteines, 
dont une des sources les plus int^ressantes sont les parois des cellules de levure, dont elles sont un des constituants 
importants. 

[0003] Une difficult^ non r^solue jusqu'ci maintenant est d'obtenir industriellement des mannoproteines en poudre 
10 donnant des solutions limpides et ayant de maniere reproductible des propri6t6s rendant int^ressant leur emploi dans 
I'elaboration des denrees et boissons humaines. 

[0004] L'objet de invention est une poudre de mannoproteines s6cli6es ayant les caract6ristiques suivantes : 

teneur en matiere seche au moins egale a 92%, de preference au moins egale a 95% ; 
15 - de preference, teneur en proteines (N x 6,25) par rapport k la matiere sSche comprise entre 20 et 50%, et encore 
de pr^f^rence entre 29 et5a% ; 

teneur en glucides totaux par rapport k la matiere s^clie comprise de pr6f6rence entre 43 et 82%, de pr6f6rence 

entre 43 et 75%, et encore de preference entre 43 et 70%, encore plus preferentiellement entre 50 et 70% dont 
au moins 80% et de preference au moins 90% sont sous forme d'une chame de mannose ; 
20 - de pr6f6rence, teneur en pliosphore, exprim6e en P2O5 par rapport k la matiere shche comprise entre 1 et 5,75%, 
de preference entre 2,75 % et 5,75 %, et encore de preference entre 3 et 4,5% ; 

la turbidite d'une solution a 1 g/iltre dans I'eau de cette poudre de mannoproteines mesuree par nephelometrie a 
pH 3,5 est inferieure ou 6gale h 6 NTU, de pr6f6rence inf6rieure ou 6gale k 4 NTU et encore de pr6f6rence inf^rieure 
ou egale a 3 NTU ; 

25 - la tuit>idit6 d'une solution hydroalcoolique k 1 g/litre de cette poudre de mannoproteines mesuree par nephelo- 
metrie a pH 3,5 et a 12° GL (°Gay-Lussac correspondant au pourcentage volume/volume d'alcool = ethanol) est 
inferieure ou egale a 35 NTU, de preference inferieure ou egale a 20 NTU et encore de preference inferieure ou 
egale ^10 NTU. 

30 [0005] La turbidite exprimee en NTU (Unite de Turbidite nepheiometrique ou encore Unite nepheiemetrique de tur- 
bidite ou «Nephelometric Turbidity Unit ») est la mesure de la clarte optique d'un liquide. Elle permet d'apprecier la 
presence de traces de particuies colloidales dans I'eau pure. Cela en fait done une mesure de choix pour apprecier 
lasolubilite des mannoproteines dans I'eau ou dans une solution hydroalcoolique. Elle est egalementtres generalement 
utilisee pour apprecier la limpidite des vins. 

35 [0006] La litterature et notamment The Yeasts - Second Edition - Volume 4 : Yeast Organelles p.21 4-223 edited by 
A.H, Rose and J.S. Harrison - Academic Press 1991, decrit plusieurs precedes d'obtention (ou de preparation) de 
mannoproteines : une preparation par voie physique, une preparation par voie enzymatique. Les precedes decrits ont 
conduit k differents isolements de mannoproteines. 

[0007] Ces mannoproteines, en general extraites des cellules de levure de I'espece Saccharomyces cerevisiae, ont 

40 un ensemble de proprietes interessantes : 

■ des proprietes emulsifiantes, 

■ des proprietes de stabilisation des vins centre la casse proteique, 

■ des proprietes de stabilisation des vins contre la precipitation tartrique. 

45 

[0008] La difficulte non resolue est la mise au point d'un precede permettant d'obtenir k rechelle industrielle des 

mannoproteines ayant les proprietes recherchees, notamment unfortpouvoirprotecteurcontre la precipitation tartrique 
des vins et repondant aux criteres de solubilite def inis ci-dessus. En effet, chez Saccharomyces cereWs/aepar exemple, 
les mannoproteines font partie d'une structure complexe dans laquelle on trouve d'autres glycoproteines, des poly- 
50 saccharides, des lipoproteines et des proteines. Les parois cellulaires representent environ 30% en poids de la cellule 
de levure, les mannoproteines representant moins de 30% des parois de la cellule de levure. 
[0009] De maniere generale, tous les pourcentages sont exprimes en poids. 

[0010] Le precede d'obtention de mannoproteines selon I'invention, tel que represente par exemple sur la figure 1 , 
permet de resoudre cette difficulte. 
55 [0011] Ce procede comprend au moins trois parties ou etapes principales successives. Ce procede comprend au 
moins quatre parties, si on distingue dans ces etapes, retape obligatoire de la separation de la fraction solubilisee des 
parois de cellules de levure apres la solubilisation controiee et selective desdites parois : 
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a) la separation des parois de cellules de levure (ou ecorces de levure) contenant des glucanes et des mannanes 
du contenu cellulaire, de preference par autolyse des cellules de levure, de preference des cellules de Saccha- 
romyces cerevisiae. En d'autres termes, les parois de cellules de levure ou ecorces de levure sent obtenues par 
un procede qui, par une degradation enzymatique du contenu cellulaire des levures, permet de s^parer une fraction 

5 insoluble contenant principalerment les parois des cellules de levure ; 

b) la solubilisation selective des parois de cellules de levure issues de I'etape ci-dessus par un procede d'hydrolyse 
controlee physique ou enzymatique permettant de recuperer une fraction solubilis^e riclie en nfiannoprot^ines ; 

c) la separation des fractions solubilis6es et insolubles pour ne conserver que la fraction solubilis6e riche en 
mannoprot^ines ; 

10 d) la purification de ladite fraction solubilis6e en vue de I'obtention de mannoprot^ines solubles, ayant les propri^t^s 
recherchees ; 

[0012] La fraction solubilisee purifiee est ensuite concentree et eventuellement sechee. 
[0013] Ces trois parties ou etapes principales du procede selon I'invention : a), b) et d), se caracterisent par les 
15 mesures suivantes : 

a) separation des parois des cellules de levure (ou ecorces de levure) du contenu cellulaire des levures 

[001 4] La prenniere etape du procede selon I'invention consiste a solubiliser selectivement le contenu cellulaire des 

20 cellules de levures, de manifere k obtenir une fraction insoluble correspondant essentiellement aux parois cellulaires 
ou ecorces. Le moyen prefere pour operercette solubilisation selective du contenu cellulaire, c'est de recourir ^ une 
autolyse des cellules de levure selon les precedes classiques de fabrication des extraits de levure. 
[0015] L'autolyse des cellules de levure est definie de maniere generale comme la solubilisation ou hydrolyse du 
contenu cellulaire des cellules de levure par les enzymes internes aux cellules de levure, avec ajout eventuellement 

25 k la suspension de cellules en autolyse de proteases, comme par exemple la papaTne. L'autolyse de cellules de levure 
est notamment decrite pages 370 a 377 dans I'ouvrage de reference "Yeast Technology", 2"^ edition, 1991, G. Reed 
and TW. Nagodawithana^ published by Van Nostrand Reinhold, New York, ISBN 0-442-31892-8. 
[0016] Le precede d'autolyse d'une cr^me de levure (suspension de cellules de levure dans de I'eau), de preference 
d'une creme de levures de boulangerie Saccharomyces cerevisiae, est conduit de fagon k pouvoir s^parer des parois 

30 de cellules de levure, aptes k §tre utilisees comme mati^re premiere pour la production de mannoproteines. 

[001 7] On obtient apres separation de la fraction solubilisee appelee generalement extrait de levure ou autolysat de 
levure, des parois de cellules de levure ou ecorces de levure aptes a etre utilisees pour la production de mannoproteines 
notamment lorsque l'autolyse de la cr^me de levure est conduite de maniere k solubiliser entre environ 50% et environ 
73% des matieres seches cellulaires, de preference entre 60 et 70% desdites matieres seches cellulaires. En d'autres 

35 termes, la premiere etape du procede selon I'invention est une etape d'obtention d'une suspension de parois de cellules 
de levure ayant des caracteristiques identiques ou similaires a cellos d'une suspension de parois de cellules de levure 
obtenus apres une autolyse desdites cellules de levure solubilisant environ 50% a environ 73% des matieres seches 
totales des cellules de levure, de preference 50 k 70% et encore de preference 60 k 70% desdites matieres seches 
des cellules de levure. 

40 [0018] Ce taux de solubilisation (T.S.) : 

jQ ^ quantite de matiere s6che soluble apres hydrolyse ^ S 
quantite de matiere seche de depart D 

45 est generalement estime par la formule approximative suivante : 

-pe ^ ESsx(100- ESd) 
(lOO-ESs)xESd 

50 ou ESd = Extrait sec en % de I'ensemble en suspension ou extrait sec total de depart. 

ESs = Extrait sec en % de la solution obtenue apres hydrolyse et separation de I'insoluble.Etant precise que I'on 
considere dans la presente demande que les expressions « extrait sec » et « matieres seches » ou « ES » ou « matiere 
seche » sent synonymes. 

[0019] Les matieres seches sont mesurees de preference a retuve a environ 1 05°C, I'echantillon dont les matieres 
55 seches sont mesurees etant laisse, comme usuel selon les bonnes pratiques de laboratoire, dans I'etuve, jusqu'a ce 
que le poids apres dessiccation soit constant. 

[0020] Cette formule est basee sur I'hypothese que la quantite d'eau de la suspension de depart ayant une concen- 
tration ESd en matiere seche et celle de la solution resultat de la solubilisation et ayant une concentration ESs en 
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matiere seche, sont constantes, Cette hypothese pose probleme du fait des riques d'evaporation, et du fait aussi que 
I'hydrolyse mobilise, par definition, une certaine quantite d'eau, en general negligeable. Si la quantite d'eau liee par 
I'hydrolyse est negligeable par rapport au poids d'eau total, un moyen pour ne pas avoir a tenir compte de I'evaporatlon 
lors de I'hydrolyse est de mesurer ESd sur une suspension homogene realis^e apres I'hydrolyse et, avant separation 
5 des diverses fractions (ESd = Extrait sec total de I'ensemble). Si les artefacts ne sont pas negligeables, des bilans 
doivent etre faits pour corriger cette formule. 

[0021] La fraction insoluble contenant essentiellenfient les parois de cellules de levure est s^par^e de I'extrait de 
levure solubilis6 par I'autolyse par des moyens classiques, en general par centrifugation, de pr6f6rence apr6s une 
pasteurisation de I'ensemble. Cette fraction insoluble correspondant h une suspension de parois de cellules de levure 
10 fera de preference I'objet d'un lavage important, de maniere a bien eliminer de la suspension de parois cellulaires ou 
ecorces de levure les fractions solubilisees du contenu cellulaire qui pourraient etre retenues. 
[0022] De pr6f6rence, la suspension issue de I'autolyse contenant la fraction insoluble, obtenue apr^s separation 
de la fraction solubilisee par I'autolyse, et qui sera soumise ^ la seconde 6tape de solubilisation des mannoprot^ines 
par hydrolyse controlee aura la composition suivante : 

15 

- teneur en matiere s^che comprise entre 5 et 20%, de preference entre 1 0 et 1 5% et encore de preference entre 
12et13%, 

teneur en azote par rapport a la matiere seche comprise entre 1 ,5 et 3,5%, de preference entre 1,5 et 3%, et 
encore de preference entre 1 ,5 et 2,5%, et encore plus preferentiellement entre 1 ,5 et 2%, 
20 - teneur en glucides totaux par rapport k la matiere s^che comprise entre 40 et 60%, parmi lesquels entre 30 et 40 
% de ces glucides sont sous forme de mannanes, 
teneur en lipides par rapport a la matiere seche comprise entre 20 et 30%, 
teneur en matieres minerales par rapport a la matiere seche comprise entre 5 et 1 0%, 

- teneur en phosphore, exprimee en PgOg^ par rapport a la matiere seche comprise entre 2 et 5%, de preference 
25 entre 1 ,8 et 4%, encore de preference entre 1 ,8 et 2,3% 

- pH compris entre 5 et 7, de preference entre 6 et 7. 

[0023] L'homme de I'art connaTt bien les methodes adaptees k I'analyse des levures et des fractions de levures, de 

maniere a obtenir des resultats analytiques aussi exacts que possible. L'inventeur a employe plus particulierement les 
30 methodes dont les principes generaux sont decrits dans la presente description ci-dessus et ci-dessous . 

[0024] La teneur en matiere seche ou extrait sec (mesure a I'etuve comme indique ci-dessus), I'azote (azote Kjedhal), 

le P2O5, sont mesures selon les methodes conventionnelles classiques. 

[0025] La teneur en proteines con-espond aux proteines conventionnelles (N x 6,25). 

[0026] Les matieres minerales sont mesurees par incineration a 800°C pendant 1 8 heures. 
35 [0027] Les lipides sont doses par une methode gravimetrique de type DRAPRON (hydrolyse par HCI concentre et 

chaud, recuperation soigneuse du residu apres lavage, extraction au Soxhiet a chaud sous reflux avec ether de petrole). 

[0028] La teneur en glucides totaux est exprimee sur la base d'un equivalent mannose et dosee selon une methode 

classique de coloration k I'anthrone apres hydrolyse acide. 

[0029] La teneur en glucanes ou mannanes est estimee par le dosage specifique du glucose ou du mannose apres 
40 hydrolyse des molecules de glucanes ou mannanes selon les precedes classiques d'hydrolyse des glucides afin de 
les doser. Toutes les valeurs donnees sont done indiquees a partir d'un dosage d'un equivalent glucose ou mannose. 
[0030] Le mannose peut §tre notamment dose des deux manieres suivantes : 

1 ■ Dosage par vole enzymatique. 

45 

[0031] Apres hydrolyse menagee h chaud des parois de cellules de levure (ecorces de levure) avec de I'acide chlo- 
rhydrique (2N), ce qui permet d'hydrolyser les polymeres de glucanes et de mannanes, le mannose est dose specifi- 
quement par voie enzymatique selon les reactions suivantes : 

50 m Mannose + ATP --> Mannose-6-P + ADP sous Taction d'une hexokinase (HK). 

■ Mannose-6-P --> Fructose-6-P sous Taction d'une phosphomannose isomerase (PMI) specifique. 

■ Fructose 6-P --> Glucose-6-P sous Taction d'une phosphoglucose isomerase (PGI). 

■ Le Glucose 6-P reagit a son tour avec le NADP, NADP qui est transforme en NADPH. 

■ Le NADPH libere est dose par spectrophotometrie k 340 nm. 

55 

[0032] II est egalement possible de doser specifiquement le glucose par voie enzymatique et de calculer ainsi le 
pourcentage de residus mannanes par rapport aux glucides (Rapport teneur en mannose sur teneur en mannose et 
glucose). 
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[0033] Les enzymes necessaires a ces dosages enzymatiques specifiques du glucose et du mannose peuvent etre 
achetees sous forme de kits de dosage par exemple a la societe Boehringer Mannheim GmbH, maintenant Roche 
Diagnostic. 

5 2. Dosage par la m^thode k I'anthrone apres extraction et purification de la fraction mannanes. 

[0034] Les parois de cellules de levure (ou 6corces de levure) sont trait^es dans un premier temps k I'acide trichlo- 

racetique, ce qui permet d'6liminer la fraction soluble contenant 6ventuellement le trehalose. 

[0035] La partie insoluble est trait^e ensuite au Na2C03 (carbonate de sodium) pour eliminer les glucanes et 6ven- 

10 tuellement le glycogene acide qui restent dans la partie insoluble. 

[0036] La partie solubilisee contenant les mannanes et eventuellement le glycogene alcalin est traitee a la soude et 
au sulfate de cuivre, ce qui pr6cipite les mannanes qui sont r6cup6r6s par simple filtration. 
[0037] Ce precipite est re-dissous et hydrolyse completement avec de I'acide sulfurique et le dosage des mannanes 
est effectue sur la solution obtenue par la methode colorimetrique a I'anthrone de dosage des sucres reducteurs en 

15 utilisant une gamme etalon mannose. 

[0038] De mani^re g6n6rale, un bilan a peu pr§s exact ne peut §tre obtenu qu'en combinant ces diff^rentes m^tho- 
des. Toutes les mesures de glucides par hydrolyse sont en th^orie par exc6s car I'hydrolyse lie une partie de I'eau, 
par contre cette hydrolyse peut §tre incomplete. 

20 b) hydrolyse controlee des parois de cellules de levure 

[0039] La solubilisation specifique ou selective des mannoproteines contenues dans les parois de cellules de levure 
issus de la premiere etape ou premiere partie du proc6d6 est obtenue par hydrolyse contr6l6e soit par voie physico- 
chimique, soit par voie enzymatique. 
25 [0040] Cette solubilisation est appel6e improprement hydrolyse des parois de cellules de levure. Dans ces parois 

ou ecorces insolubles, les mannoproteines sont emprisonnees dans un reseau notamment forme par des glucanes. 
II est necessaire de desagreger ce reseau soit par voie physicochimique (par exemple en solution aqueuse, sous 
Taction de la temperature) soit par voie enzymatique (par exemple sous Taction de glucanases). 
[0041] Cette hydrolyse ou solubilisation doit §tre menee de fagon contrOlee et selective de maniere : 

30 

d'une part a liberer un maximum de mannoproteines presentes ; 

d'autre part a liberer un minimum de macromolecules colloidales complexes qui vont former des troubles, et avoir 
rapidement un effet colmatant dans toutes les operations d'^puration par filtration. 

35 [0042] En effet, le precede selon Tinvention reside dans une selection d'etapes permettant d'obtenir une fraction 
solubilisee ou la quasi-totalite des macromolecules presentes sont des mannoproteines, avec un minimum d'autres 
macromolecules susceptibles de former des troubles genants. L'avantage dans le precede selon Tinvention de separer 
d'abord une fraction insoluble contenant essentiellement les parois des cellules de levures est d'^liminer d6s ce stade 
toutes les autres macromolecules appartenant au contenu cellulaire et susceptibles de se solubiliser en memo temps 

40 que les mannoproteines. La solubilisation des parois cellulaires doit ^tre selective, c'est-^-dire contrCl^e de maniere 
a etre arretee, lorsque des macromolecules colloidales en qualite ou en quantite rendant pratiquement impossible leur 
elimination risquent d'etre solubilisees avec les mannoproteines. En effet, il ne suffit pas de solubiliser les mannopro- 
teines, le probieme le plus d^licat est d'obtenir une fraction purifi^e sans hydrocolloides provoquant des troubles en 
solution. L'hydrolyse doit etre controlee de maniere a permettre la separation d'une fraction solubilisee contenant les 

45 mannoproteines solubilisees avec uniquement des macromolecules colloidales pouvant etre eliminees lors du traite- 
ment de purification. Si l'hydrolyse est trop importante, une quantity sup^rieure de mannanes peut §tre extraite, mais 
Textrait devient pratiquement impossible a purifier, quel que soit Tensemble des techniques mises en oeuvre. En con- 
sequence, cet extrait devient notamment inutilisable en vinification, car il va creer un trouble inacceptable dans le vin. 
[0043] L'hydrolyse controlee des parois de cellules de levu re se fait de prefe rence a I'aide de la chaleur et est conduite 

50 de maniere a ce que le taux de solubilisation de la fraction solubilisee, calcule selon la formule : 

-po^ ESsx(100- ESd) 
(100- ESs)x ESd 

55 avec ESd mesur6 sur une suspension homogene de Tensemble realisee apres hydrolyse et avant separation des 
diverses fractions, soit compris entre 15 et 26% de la mati^re s^che mises en oeuvre et de preference entre 18 et 

25%, et encore de preference entre 17 et 20%. 

[0044] De preference, la solubilisation des mannoproteines est operee par hydrolyse thermique a une valeur de pH 
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comprise entre 6 et 7. 

[0045] L'hydrolyse thermique controlee des parois de cellules de levure est menee de preference entre pH 6 et pH 
7, de preference entre 95 et 1 00*'C, et de preference pendant une duree comprise entre 15 et 30 heures et encore de 
preference entre 17 et 25 heures, et encore de preference entre 17 et 22 heures. 

5 [0046] De maniere generale, la selection du taux de solubilisation depend de la fraction de parois insolubles de 
cellules de levure mise en oeuvre, du precede de solubilisation et des resultats des mesures de turbidite faites apres 
separation de la fraction solubilisee. II peut d^pendre ^galement de rapplication recherch^e. 
[0047] Le principal critere est le suivant et il est valable quel que soit le precede de solubilisation : 

I'etape d'hydrolyse contrSl^e des parois de cellules de levure est conduite de maniere h ce que la fraction solu- 

fo bilisee obtenue apres I'etape d'hydrolyse et apres I'etape de separation de la fraction insoluble, ait une valeur de 
turbidite de moins de 30 NTU, de preference de moins de 20 NTU, et encore de preference de moins de 15 NTU et 
encore plus pref6rentiellement de moins de 10 NTU lorsqu'elle est mesur6e par nepheiometrie dans une solution 
aqueuse dilute contenant 1% de mati^res s6ches, ^ une valeur de pH comprise entre 5 et 7, de preference entre 6 et 7. 

^5 c) separation de la fraction insoluble des ecorces hydrolysees pour ne conserver que la fraction solubilisee 

[0048] Apres I'etape d'hydrolyse contr6iee, la suspension de parois de cellules de levure hydrolysees (ou cr^me 
d'ecorces de levure hydrolysees) est diluee par 2 a 6 volumes d'eau (de preference a une temperature comprise entre 
rC et 25°C) jusqu'a une concentration comprise entre 1 et 6% de matiere seche, de preference entre 3 et 5% de 
20 matiere seche, avant de proceder k la separation de la fraction solubilisee riche en mannoproteines et de la fraction 
insoluble. Cette dilution a pour objectif de rendre plus efficace la separation de I'insoluble, en particulier lorsque cette 
separation est effectuee par centrifugation. 

[0049] Les matieres solubilisees riches en mannoproteines sont alors separees des matieres demeurant insolubles. 
[0050] De preference, la fraction solubilisee est separee par centrifugation de la partie insoluble. 
25 [0051 ] Dans les conditions decrites ci-dessus, la separation centrifuge sur separateur k buses donne un sumageant 
d'indice turbidimetrique inferieur a 30 NTU pour une teneur en matiere seche d'environ 1 ,0%, de preference moins de 

20 NTU et encore de preference moins de 15 NTU. 

[0052] Ces operations conduisent k une solution apres separation (surnageant de centrifugation si la separation est 
faite par centrifugation) ayant les caracteristiques suivantes : 

30 

teneur en matiere seche comprise entre 0,5 et 3%, de preference entre 0,5% et 1 ,5% ; 

teneur en proteines (N x 6,25) par rapport a la matiere seche comprise entre 15 et 55%, de preference entre 20 

et50%; 

teneur en glucides totaux par rapport a la matiere seche comprise entre 40 et 80 %, de preference entre 40 et 
35 75%, et encore de preference entre 50 et 67% dont au moins 75% de mannanes et de preference au moins 80% 
de mannanes, et encore de preference au moins 85% de mannanes ; 
- teneur en phosphore, exprimee en PgOg^ par rapport a la matiere seche comprise entre 1 et 6,00%, de preference 
entre 2,75 et 6,00%, et encore de preference entre 2,75 et 4,5%; 
pH compris entre 6 et 7. 

40 

[0053] Apres separation de la fraction insoluble, la fraction solubilisee, lorsqu'elle est diluee ou ajustee a une con- 
centration de 1% de matiere seche dans I'eau, presente une turbidite nepheiometrique mesuree a une valeur de pH 
comprise entre 5 et 7 de moins de 30 NTU, de preference moins de 20 NTU, et encore de preference moins de 15 
NTU et encore plus preferentiellement moins de 10 NTU. 

45 

d) Purification des mannoproteines 

[0054] La purification des mannoproteines est pratiquement impossible a realiser quand l'hydrolyse des parois de 
cellules de levure est menee sans menagement et conduit a la liberation de trop d'hydrocolloides. Par centre, si I'hy- 
50 drolyse est menee a partir des parois de cellules de levure obtenus selon la partie 1 du precede selon I'invention, de 
fagon menagee (c'est-^-dire contr6iee et selective) selon la partie 2 du procede selon I'invention, la purification peut 
etre menee de maniere tres simple. 

[0055] Lorsque l'hydrolyse controiee des parois de cellules de levures a ete operee par voie enzymatique de maniere 
k ce que la fraction solubilisee apres I'etape de separation ait une valeur de turbidite de moins de 30 NTU, de preference 
55 de moins de 20 NTU, lorsqu'elle est mesuree par nepheiometrie dans une solution aqueuse diluee contenant 1% de 
matiere seche, a pH entre 5 et 7, une ultrafiltration/diafiltration est necessaire pour eiiminer les molecules de poids 
moleculaire inferieur a 1 0000 daltons liberees par Taction de la glucanase. En effet, de maniere generale, les manno- 
proteines selon I'invention sontconstituees essentiellement de molecules ayant un poids moleculaire superieur a 1 0000 
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daltons. Les ultrafiltrats/diafiltrats sont elimines et le retentat qui est trouble peut etre purifie par una refrigeration a 
4°C pendant 24 heures suivie d'une clanfication, cette clarification etant suivie si neoessaire ou remplacee par une 
microfiltration en profondeur, ces etapes de purification etant les memos que celles decrites ci-apres. 
[0056] Lorsque I'hydrolyse contr6lee a et6 conduite par voie physicochimique, par exemple par vole thermique com- 

5 me indique ci-dessus, pour obtenir une solution de mannoproteines ayant les caracteristiques de turbidite rappelees 
dans les paragraphes ci-dessus, ladite solution est soumise aux differentes etapes d'extraction-purification suivantes : 

- pr6concentration de la fraction solubilisee et separee, de preference par Evaporation sous vide, jusqu'^ des valeurs 
comprises entre 10 et 20% de mati^re seche, de preference entre 13 et 17% de mati^re s^che; 

10 - refrigeration de la fraction preconcentree et maintien a une temperature comprise entre 0 et 6°C jusqu'a ce que 
sa turbidite n'augmente plus. Ce traitement au froid se fait de preference pendant au moins 24 heures ; 

- separation des macromol6cules colloidales pr6cipit6es au froid par clarification centrifuge. La clarification centri- 
fuge est r6alis6e de pr6f6rence k au moins 1 0 000 g sur s6parateur auto-d6bourbeur ; 

15 cette purification Etant suivie des Etapes complEmentaires suivantes : 

concentration, par exemple par evaporation sous vide, de I'extrait clarifiE ; 

- Eventuellement, sEchage (par exemple par atomisation en conditions mEnageantes ou par lyophilisation). 

20 [0057] Au cours de I'opEration de prEconcentration, la turbiditE de la solution augmente de fagon importante. Elle 
est multipliee par un facteur 5 ^ 1 0 k matiEre sEche Egale. L'Etape de clarification h froid permet de diviser cette turbiditE 
par un facteur3. 

[0058] Desvariantes ace precede peuvent etre introduites apres I'etape de prEconcentration ou apres la precipitation 
par le froid et la clarification centrifuge et avant la concentration. Ces variantes consistent en une microfiltration frontale 
25 en profondeur permettant d'Eliminer tous les composEs de nature colloidale, par exemple de type lipoprotEines ou 
glycoproteines (autres que les mannoproteines), qui peuvent subsister et apporter un trouble k I'extrait de mannopro- 
tEines, afin d'obtenir un produit final soluble. 

[0059] Plusieurs techniques de microfiltration en profondeur sont envisageables et notamment par exemple : 

30 1 . La filtration sur plaques de cellulose. 

[0060] Cette technique permet d'abaisser I'indice turbidimetrique de la solution concentrEe de mannoprotEines a 5 
NTU ou moins de 5 NTU en solution normalisEe ^1% de matlEresEche avec un seuil de rEtention du filtre en profondeur 
de 10)a.m. (valeur du pH comprise entre 6 et 7). 

35 [0061] L'extrait de mannoproteines est envoyE au moyen d'une pompe volumetrique dans un filtre en acier inoxy- 
dable, sterilisable, pourvu de plateaux entre lesquels sont positionnees les plaques filtrantes - la filtration est effectuEe 
sous lEgere pression (0,5 bar) - I'Elevation de pression rEvele un colmatage des media de filtration. 
[0062] Les plaques filtrantes sont en cellulose - elles retiennent non seulement les particules dont la taille est supE- 
rieure a leur seuil d'arret (1 a 20 |am, selon le modEle utilisE) mais aussi les troubles colloidaux par effet d'adsorption 

40 dans la masse des fibres cellulosiques. 

[0063] L'emploi de plaques de cellulose impregnees de charbon actif est egalement interessant pour eliminer d'Even- 
tuels rEsidus de petits poids molEculaires aromatiques et colorEs, normalement EliminEs lors des Etapes prEcEdentes. 

2. La filtration sur cartouches. 

45 

[0064] La filtration sur cartouches dont le seuil d'arrEt est supErieur ou Egal h 1 )iim est insuffisante : seules les 
particules de taille supErieure h ce seuil sont arrEtEes ; I'effet d'adsorption des troubles colloidaux est moindre, il est 

partiel et non durable. 

[0065] Pour eviter cet inconvenient et obtenir un jus parfaitement clarifie, equivalent au filtrat obtenu sur plaque 
50 cellulose, il est nEcessaire de repasser le filtrat prEcEdent sur une deuxieme cartouche de 0,45 jam. 

[0066] Le procEdE selon I'invention conduit k I'obtention de poudres de mannoprotEines sEches ayant les caractE- 
ristiques suivantes : 

- teneur en matiEne sEche au moins Egales k 92%, de preference au moins Egales k 95% ; 

55 . de prEfErence, teneur en protEines par rapport a la matiere seche comprise entre 20 et 50%, de prEfErence entre 

29 et 50% ; 

teneur en glucides totaux par rapport a la matiere seche comprise entre 43 et 82%, de preference entre 43 et 70%, 
et encore de prEfErence entre 50 et 65%, dont au moins 80% et de prEfErence au moins 90%, sont sous forme 
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d'une chame de mannose ; 

- teneur en phosphore, exprimee en P2O5 par rapport a la matiere seche comprise entre 1 et 5,75%, de preference 
entre 2,75 et 5,75%, et encore de preference entre 2,75 et 4,5%. 

5 [0067] Les preparations en poudre de mannoproteines obtenues selon rinvention se caracterisent par le fait qu'en 
solution a 1 g/l dans I'eau elles donnent une turbidite mesuree par nephelometrie a pH 3,5 inferieure ou egale a 6 NTU, 
de preference inferieure ou egale k 4 NTU et encore de preference inferieure ou egale a 3 NTU et qu'en solution a 1 
g/litre dans une solution hydroalcoolique k pH 3,5 et ^ 12° GL, elles donnent une turbidite mesuree par nephelometrie 
inferieure ou egale k 35 NTU, de preference inferieure ou egale ci 20 NTU et encore de preference inferieure ou egale 

10 a 10 NTU, 

[0068] Toutes les mesures de turbidite sont realisees a temperature ambiante (20°C) avec un Turbidimetre de mar- 
que Hach Ratio®, Modeie 1 8900, vendu par la societe Hach, regulierement etalonne et possedant 3 plages de mesure : 
0-2 NTU, 2-20 NTU, 20-200 NTU. Cette mesure depend du pH mais est independante de la temperature si celle-ci 
est comprise entre 15°C et 25°C. 
'5 [0069] L'invention a egalement pour objet les poudres de mannoproteines solubles obtenues par un precede selon 
rinvention, decrit ci-dessus. 

EXEMPLE 1 : 

20 a) Preparation des parois de cellules de levure ou ecorces de levure. 

[0070] Une creme de cellules de levure (suspension de cellules de levure dans I'eau) de I'espece Saccharomyces 
cerevisiae ayant entre 12 et 18% de matiere seche (d'extrait sec) est autolysee a I'aide des enzymes internes des 
dites levures selon les precedes classiques, avec ajout ou non de proteases d'origine externe, telle que par exemple 
25 la papaine. La creme de levure apres autolyse est pasteurisee et separee en deux fractions : 

I'extrait solubilise de levures ou extrait de levure ou autolysat de levure correspondant a la digestion ou hydrolyse 
du contenu cellulaire des levures parses propres enzymes et les proteases eventuellement ajoutees ; 
une fraction insoluble contenant essentiellement la parol et la membrane des cellules de levure, cette fraction 
30 represente environ 30 k 50% de la matiere seche des levures mises en oeuvre. 

[0071] Cette premiere phase est conduite de maniere a solubiliser entre 50 et 70% des cellules de levure, de pre- 
ference environ 60% des cellules de levure. La fraction insoluble contenant essentiellement les parois de cellules de 
levure est obtenue apres separation sous forme d'une suspension dans I'eau, cette suspension de parois cellulaires 
55 ayant une teneur en matiere seche comprise entre 10 et 15%, de preference environ 12,5% de matiere seche. Ces 
matieres seches de parois cellulaires ont la composition suivante 

- teneur en azote par rapport k la matiere seche comprise entre 1 ,5 et 3%, dans cet exemple environ 2,5% ; 

- teneur en glucides totaux par rapport k la matifere seche comprise entre 40 et 60%, ces glucides contenant entre 

40 30 et 40% de mannanes ; 

teneur en lipides par rapport a la matiere seche comprise entre 20 et 30% ; 

teneur en matieres minerales par rapport a la matiere seche comprise entre 5 et 10% ; 

teneur en phosphore, exprimee en P2O5 par rapport k la matiere seche comprise entre 2 et 3%. 

45 b) Hydrolyse controlee des parois de cellules de levure issues de rautolyse des levures. 

[0072] L'hydrolyse controlee des parois de cellules de levure est menee entre pH 6 et 7, a quasi ebullition (entre 98 
et 1 00°C) pendant 25 heures. Le taux de solubilisation de la matiere seche est de 24%. 

50 c) Separation des fractions solubilisees et insoiubies issues de I'etape d'hydrolyse controlee. 

[0073] La fraction solubilisee (contenant les mannoproteines) est recuperee, apres dilution de la suspension hydro- 
lysee par 2 a 3 fois son volume d'eau froide (a une temperature comprise entre 10 et 20^*0), en ecartant la fraction 
insoluble par centrifugation sur separateur k buses (1 seul etage). 
55 [0074] Le taux de recuperation de la fraction solubilisee limpide est d'environ 65%, le taux de recuperation etant 
defini ici comme le rapport exprime en pourcentage de la masse de la fraction separee et recuperee sur la masse 
totale avant separation. 

[0075] Dans ces conditions, la separation donne un surnageant (fraction solubilisee) d'indice turbidimetrique egal a 



8 



EP1 094117A1 



10 NTU pour une teneur en matiere seche d'environ 1%, la solution (fraction solubilisee) apres separation ayant les 
oaracteristiques suivantes : 

■ teneur en matiere seche comprise entre 0,5 et 3%, de pr6f6rence entre 0,5% et l ,5% ; 

5 • teneur en proteines (N x 6,25) par rapport a la matiere s^clie comprise entre 15 et 50%, de preference entre 30 

et 50% ; 

teneur en glucides totaux par rapport k la matiere s^che comprise entre 40 et 80%, de preference entre 40 et 67%, 
dont au moins 80% de mannane, de preference au moins 85% et encore de preference au moins 90% de mannane ; 

■ teneur en phosphore, exprimee en P205^ par rapport h la matiere seche comprise entre 2,75 et 4,5%. 

10 

d) Purification de la fraction solubilisee obtenue a Tissue de I'etape de separation (etape precedente). 

[0076] La fraction solubilisee et separee est preconcentree par evaporation sous vide du surnageant de separation. 
La solution impure de mannoproteines est amenee a une teneur en matiere seche comprise entre lOet 15%. 
15 [0077] La fraction preconcentree est refrigeree puis maintenue a 4°C pendant au moins 24 heures. 

[0078] Les macromoiecules colloidales precipitees au froid sont separees par clarification centrifuge realisee k 1 0 
000 g minimum sur separateur autodebourbeur de type WESTFALIA ®. Le taux de recuperation de la fraction solubi- 
lisee epuree est de 95%. 

[0079] Apres concentration en boule (evaporateur sous vide a double enveloppe) jusqu'a 30% de matiere seche et 
20 sechage menageant paratomisation, on obtient une poudre fine, de couleurcreme, peu odorante, soluble dans I'eau. 
[0080] Cette poudre de mannoproteines a une turbidite en solution aqueuse ou dans le vin mesuree par nepheio- 

metrie a la concentration de 1 g/l : 

dans une solution aqueuse a pH 3,5 : 2,6 NTU 
25 - dans une solution hydroalcoolique h 12°GL et k pH 3,5: 8,8 NTU 
dans differents vins blancs : comprise entre 10 et 12 NTU. 

La turbidite de ces mannoproteines apH neutre est de 1 NTU (NTU eau pure : 0,15) a 1 g/litre. 

[0081] La turbidite des poudres de mannoproteines a ete determinee en fonction de la concentration en 
30 mannoproteines : 

d'une part, dans de I'eau distillee a pH compris entre 6 et 7 et, 
- d'autre part, dans de I'eau h pH 3,5, 

35 Les resultats sont donnes dans le tableau I ci dessous. 



TABLEAU I 



concentration des mannoproteines (en g/1) 


0,1 


0,2 


0,5 


1 


2 


5 


10 


turbidite en NTU dans I'eau distiliee k pH entre 6 et 7 


0,4 


0,6 


07 


1 


2 


4 


8,5 


turbidite en NTU dans I'eau k pH 3,5 


1,3 


1,9 


2,2 


2,6 


5,3 


11,8 


22 



[0082] Les mannoproteines seches obtenues ont les oaracteristiques suivantes : 



- teneur en matiere seches : 96% ; 

■ teneur en proteines (N x 6,25) par rapport k la matiere seche : 43% ; 

teneur en glucides totaux par rapport a la matiere seche : 50% dont 94% de mannanes ; 

■ teneur en phosphore, exprimee en PgOg^ par rapport a la matiere seche : 3,1 % ; 

■ teneur en azote par rapport k la matiere seche : 6,9% ; 

teneur en mati^res minerales par rapport k la matiere seche : 6,7% ; 
teneur en glucanes par rapport a la matiere seche : 3%. 

[0083] L'efficacite des poudres de mannoproteines ainsi obtenues pour la stabilisation tartrique des vins a ete testee 
sur plusieurs vins differents, rouges ou blancs, provenant de differentes origines et de differents cepages. 
[0084] Les poudres de mannoproteines sont apportees a chaque vin en solution concentree a la dose de 0,2 g de 
poudre de mannoproteines par litre de vin, celui-ci est ensuite de preference filtre sur membrane a 0,45 micrometre. 
[0085] Ces essais ont montre que les mannoproteines ainsi obtenues, ajoutees k 0,2 g/litre k differents vins : 
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n'interferent pas avec la perception gustative des vins (test triangulaire d'evaluation sensorielle), 
affectent peu leur turbidite, 

dans le cadre d'essais de stabulation des vins a -4**C, retardent selon les vins de 3 jours a au moins 17 jours 
I'apparition des cristaux de bitartrate de potassium. 

5 

[0086] Get exemple d'application industrielle des poudres de mannoproteines est un exemple parmi d'autres, il n'a 
pas de caractere limitatif. 

EXEMPLE 2 : 

10 

a) Preparation des parois de cellules de levures 

[0087] Une creme de cellules de levure (Saccharomyces cerevisiae) ayant environ 15% de mati^res s^ches est 
autolysee selon les precedes classiques, avec ajout de proteases au debut de I'autolyse. 
15 [0088] Le taux de solubilisation a la fin de I'autolyse des cellules de levure est compris entre 65 et 70%, lors de la 
pasteurisation de I'ensemble de la suspension, pasteurisation qui correspond k la fin du traitement d'autolyse des 
cellules de levures enti^res. 

[0089] La separation de la fraction solubilisee correspondant a I'extrait de levure valorise en alimentation humaine 
et de la fraction insoluble contenant les parois cellulaires est operee par centrifugations successives, avec remise en 
20 suspension des parois de cellule de levure dans I'eau, de manifere k obtenir des parois cellulaires ou decrees de levure 
bien lavees, c'est-a-dire retenant un minimum de fractions cellulaires dissoutes. 
[0090] Lesdites parois de cellules de levure ont la composition suivante, rapportee a leur matiere seche : 

teneur en azote sur matieres seches : 1 ,8% 
25 teneur en P2O5 sur matieres seches : 1 .95% 

b) Hydrolyse controlee des parois de cellules de levure issues de I'etape ci-dessus 

[0091] L'hydrolyse controlee des parois cellulaires issues de I'etape ci-dessus est menee entre pH 6 et 7, a quasi 
30 Ebullition, c'est-^-dire pratiquement 100°C pendant 19 heures 30 minutes. Le taux de solubilisation est de 18%. 

c) Separation des fractions solubilisees et insolubles issues de l'hydrolyse controlee 

[0092] La fraction solubilisee contenant les mannoproteines est recuperee comme dans I'etape correspondante de 
35 I'exemple 1 ci-dessus. Cette fraction solubilisee a la composition approximative suivante, ramenee a ses matieres 
seches : 

prot6ines sur matieres seches : 26% 

matieres minerales sur matieres seches : 8% 
40 glucides sur matieres seches : 66%, dont au moins 90% de mannanes. 

d) Purification de la fraction solubilisee de mannoproteines obtenue a Tissue de I'etape precedente 

[0093] Cette purification est menee comme dans I'etape correspondante de I'exemple 1 , avec une pr6concentration, 
45 une refrigeration a 4°C et une clarification centrifuge a 15000g. 

[0094] Cette purification est suivie d'une nouvelle concentration et d'un s6chage par atomisation. 
[0095] Le produit obtenu a les caract6ristiques suivantes : 

teneur en matieres seches : 96% 
50 teneur en N sur matiere seche : 4,1%, soit teneur en proteines sur matieres seches 4,1 x 6,25 = 25,6% 
teneur en P2O5 sur matiere s^che : 4,2% 
teneur en matieres minerales sur matiere s^che : 8,2% 
teneur en mannanes sur matiere seche : 64% 
teneur en glucanes sur matiere s^che : 1 ,2% 

55 

[0096] Cette poudre de mannoproteines a une turbidity en solution h la concentration de 1 g/l 
dans une solution aqueuse a pH neutre : 1 NTU 
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dans une solution aqueuse a pH 3,5 : 3 NTU 

dans une solution hydroalcoolique a 12'*GL et a pH 3,5 : 6 NTU 



5 Revfendications 

1 . Poudre de mannoproteines solubles caract^risee en ce : 

- qu'elle a une teneur en mati^re s^che au moins 6gale h 92%, de preference au moins 6gale h 95% ; 

10 • qu'elle a une teneur en glucides totaux par rapport a la matiere seche comprise entre 43 et 82%, de preference 
entre 43 et 70%, et encore de preference entre 50 et 70% dont au moins 80%, et de preference au moins 
90% sont sous forme d'une chaTne de mannose ; 

qu'elle a une teneur en phosphore, exprimee en P2O5 par rapport a la matiere seche comprise entre 1% et 
575%, de preference entre 2,75 et 5,75%, et encore de preference entre 3 et 4,5% ; 
15 - qu'une mesure de turbidite d'une solution a 1 g/litre de ladite poudre de mannoproteines dans de I'eau realisee 
k pH 3,5 par n6ph6lom6trie donne une valeur inf^rieure ou 6gale h 6 NTU, de preference inferieure ou egale 
k 4 NTU et encore de preference inferieure ou egale k 3 NTU ; 

qu'une mesure de turbidite d'une solution a 1 g/litre de ladite poudre de mannoproteines dans une solution 
hydroalcoolique realisee a pH 3,5 et a 12**GL par nephelometrie donne une valeur inferieure ou egale a 35 
20 NTU, de preference inferieure ou egale k 20 NTU et encore de preference inferieure ou egale k 10 NTU. 

2. Poudre de mannoproteines solubles selon la revendication 1 caracterisee en ce : 

qu'elle a une teneur en glucides totaux par rapport a la matiere seche comprise entre 43 et 75%, de preference 
25 entre 43 et 70%, et encore de preference entre 50 et 70%, dont au moins 80%, et de preference au moins 

90% sont sous forme d'une chaTne de mannose ; 

qu'elle a une teneur en proteines par rapport a la matiere seche comprise entre 20 et 50%, de preference 
entre 29 et 50%. 

30 3. Precede d'obtention de mannoproteines solubles caracterise en ce qu'il comprend au moins les trois etapes suc- 
cessives principales suivantes a), b), et d) : 

a) une etape d'obtention d'une suspension de parois de cellules de levure ayant des caracteristiques identiques 

ou similaires a celles d'une suspension de parois de cellules de levure obtenus apres une autolyse desdites 
35 cellules de levure solubilisant entre 50 et 73% des matieres seches des cellules de levure, de preference entre 

50 et 70% 

b) une etape d'hydrolyse controlee desdites parois de cellules de levure de maniere a permettre d'une part la 
solubilisation selective des mannoproteines k cette etape et d'autre part la separation k une etape ulterieure 
d'une fraction solubilisee contenant les mannoproteines solubilisees avec uniquement des macromolecules 

40 colloidales susceptibles de former un trouble et qui peuvent etre eiiminees lors d'un traitement de purification, 

c) une etape de separation de la fraction insoluble pour ne conserver que la fraction solubilisee, 

d) une etape de purification de ladite fraction solubilisee contenant les mannoproteines des parois de cellules 
de levure, avec au moins une etape permettant I'eiimination des macromolecules colloidales susceptibles de 
fonner un trouble et contenues dans la fraction solubilisee, 

45 

retape de purification etant suivie d'une concentration finale et eventuellement d'un sechage. 

4. Precede selon la revendication 3, caracterise en ce que la suspension de parois de cellules de levure est obtenue 
par I'autolyse d'une creme de levure appartenant de preference a I'espece Saccharomyces cerevisiae suivie d'une 
50 separation en deux fractions, I'une soluble I'autre insoluble, ladite fraction insoluble correspondant a la suspension 
de parois de cellules de levure et etant destinee k etre mise en oeuvre dans les etapes suivantes du procede, et 
notamment dans les etapes d'hydrolyse, de separation et de purification et ayant les caracteristiques suivantes : 

teneur en matiere seche comprise entre 5 et 20%, de preference entre 10 et 15% et encore de preference 
55 entre 12 et 13%, 

- teneur en azote par rapport k la matiere seche comprise entre 1 ,5 et 3,5%, de preference entre 1 ,5 et 3% et 

encore de preference entre 1 ,5 et 2,5%, et encore plus preferentiellement entre 1 ,5 et 2%, 

- teneur en glucides totaux par rapport a la matiere seche comprise entre 40 et 60%, 
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teneur en mannanes par rapport a la teneur en glucides totaux comprise entre 30 et 40%, 

- teneur en lipides par rapport a la matiere seche comprise entre 20 et 30%, 

- teneur en matieres minerales par rapport a la matiere seche comprise entre 5 et 1 0%, 

- teneur en phosphore exprimee en PgOg par rapport a la matiere s^che comprise entre 2 et 5%, de pr^f^rence 
5 entre 1 ,8 et 4%, encore de preference entre 1 ,8 et 2,3%. 

5. Proc6d6 selon I'une des revendications 3 ou 4, caract6ris6 en ce que I'^tape d'hydrolyse contr6l6e des parois de 
cellules de levure se fait soit par voie enzymatique, soit par voie physico-chimique et est conduite de mani^re k 
ce que la fraction solubilis6e obtenue aprfes I'etape d'hydrolyse et apres I'etape de separation de la fraction inso- 
10 luble, ait une valeur de turbidite de moins de 30 NTU, de preference de moins de 20 NTU, et encore de preference 
de moins de 15 NTU et encore plus preferentiellement de moins de 10 NTU lorsqu'elle est mesuree par nephelo- 
m6trie dans une solution aqueuse dilute contenant 1% de matieres s6ches, ^ une valeur de pH comprise entre 
5 et 7, de pr6f6rence entre 6 et 7. 

^5 6. Precede selon I'une des revendications 3 a 5, caracterise en ce que I'etape d'hydrolyse controlee des parois de 
cellules de levure se fait k I'aide de la chaleur et est conduite de mani^re k ce qu'apr^s la separation de la fraction 
solubilis6e et de la fraction insoluble r6alis6e au cours de I'etape de separation, le taux de solubilisation est compris 
entre 1 5 et 26% et de preference entre 1 8 et 25%, et encore de preference entre 1 7 et 20% des matieres seches 
mises en oeuvre. 

20 

7. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce que I'hydrolyse controlee des parois de cellules de levure est 
menee a une valeur de pH comprise entre 6 et 7, et a une temperature comprise entre 95 et 100°C, pendant une 
duree comprise entre 1 5 et 30 heures, de preference pendant une duree comprise entre 1 7 et 25 heures, et encore 
de preference entre 17 et22 heures. 

8. Precede selon I'une des revendications 3 a 7, caracterise en ce que la suspension de parois de cellules de levure 
hydrolyses est diluee avec de I'eau jusqu'a contenir entre 1 et 6% de matiere seche, de preference entre 3 et 5% 
de matiere seche, k la fin de retape d'hydrolyse et avant la separation de la fraction solubilisee riche en manno- 
proteines et de la fraction insoluble. 

9. Precede selon I'une des revendications 3 a 8, caracterise en ce que la solution contenant les mannoproteines 
obtenue apres retape d'hydrolyse de la suspension de parois de cellules de levure et apres retape de separation 
de la fraction solubilisee et elimination de la fraction insoluble a les caracteristiques suivantes : 

35 - teneur en matiere seche comprise entre 0,5 et 3%, de preference entre 0,5% et 1 ,5%, 

teneur en proteines par rapport a la matiere seche comprise entre 1 5 et 55%, de preference entre 20 et 50%, 

- teneur en glucides totaux par rapport a la matiere seche comprise entre 40 et 80%, de preference entre 40 
et 75%, encore de preference entre 50 et 67%, lesdits glucides etant composes d'au moins 75% de mannanes, 
de preference d'au moins 80% de mannanes, et encore de preference d'au moins 85% de mannanes, 

40 . teneur en phosphore exprimee en PgOg par rapport k la matiere seche comprise entre 1 et 6,00%, de prefe- 
rence entre 2,75 et 6,00%, et encore de preference entre 2,75 et 4,5%. 

10. Precede selon I'une des revendications 3^9, caracterise en ce que retape de purification des mannoproteines 
comprend au moins les etapes suivantes : 

45 

a) etape de preconcentration de la fraction solubilisee et separee jusqu'^ une valeur comprise entre 1 0 et 20% 

de matiere seche, de preference entre 13 et 17% ; 

b) etape de refrigeration de la fraction preconcentree et maintien a une temperature comprise entre 0 et 6°C 
jusqu'a ce que sa turbidite n'augmente plus ; 

50 c) etape de separation des macromoiecules colloidales precipitees au froid par clarification centrifuge. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise parau moins I'une des caracteristiques suivantes : 

le traitement au froid se fait pendant au moins 24 heures, 
55 . la clarification centrifuge est realisee a au moins 1 0 000 g sur separateur auto-debourbeur. 

12. Procede selon I'une des revendications 3 a 10 caracterise en ce que retape de purification des mannoproteines 
comprend au moins une microfiltration en profondeur. 
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13. Poudre de mannoproteines solubles caracterisee en ce qu'elle peut etre obtenue par un precede selon I'une des 
revendications 3 a 12. 
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Figure unique 

PROCEDE d'OBTENTION d'une POUDRE de MANNOPROTEINES SOLUBLES 
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Abstract of EP1094117 

Soluble mannoprotein powder and Its production 
are new. Soluble mannoprotein powder 

comprising: (a) dry substances content at least 
92%, preferably at least 95%; (b) total glucides 
content (dry wt.) 43-82%, preferably 50-70%, with 
at least 80% and preferably at least 90% in form 
of mannose chain; (c) phosphor content, 
expressed in P205 (dry wt.) 1-5.75%, preferably 
3-4.5%; (d) turbidity of Ig/I aqueous solution, 
measured at pH 3.5 by nephelometry up to 6 
NTU, preferably up to 3 NTU; (e) turbidity of Ig/I 
hydroalcoholic solution, measured by 
nephelometry at pH 3.5 and at 12 degrees GL up 
to 35 NTU, preferably up to 10 NTU, and f) 
protein content (per dry wt.) 20-50 (preferably 29- 
50)%. Independent claims are also included for 
the following: (1) process of production of soluble 
mannoproteins, comprising following stages: (a) 
production of suspension of yeast cells walls 
having characteristics identical or similar to the 
cells of suspension of yeast cellular walls 
obtained after autolysis of such cells, solubilizing 
50-73 (preferably 50-70)% of dry substances of 
yeast cells; (b) controlled hydrolysis of yeast cell 
walls in such way as to combine selective 
solubilizing of mannoproteins and separation of 
solubilized fraction containing mannoproteins and 
colloidal macromolecules; (c) separation of 
insoluble fraction; and (d) purification of 
solubilized fraction, with elimination of colloidal 
macromolecules, followed by final concentrating 
and optional drying; and (2) soluble 
mannoprotein powder obtained by process as 
claimed. 
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